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(54) Rekombinant hergestellte Lysophospholipase aus Aspergillus 

(§) Die Erfindung betrifft eine aus Aspergillus, bevorzugt 
Aspergillus foetidus isolierbare rekombinarrte Desoxyribonu- 
klelnsaure (DNA), die dadurch gekennzeichnet ist, daB sie 
fur eine Lysophospholipase (LPL) codiert und eine der in 
SEQ ID NO 1 fur die reife LPL angegebene NuWeotidsequenr 
oder eine davon abgeleitete Nukleotidsequenz, die unter 
stringenten Bedingungen mit der in SEQ ID NO 1 fur die 
reife LPL angegebenen Nukleotidsequenz hybridisiert, auf- 
weist Die Erfindung betrifft weiterhin Vektoren, transfor- 
mierte Wirtsorganismen sowte Verfahren zur Herstellung 
von LPL. Enzymprodukte zur Herstellung von Maltose- Sirup 
sowie entsprechend hergestellte Produkte sind ebenfails 
Bestandteile der Erfindung. 
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Beschreibung 

Die Erfindung betrifft eine rekombinante Desoxyribonukleinsaure (DMA) aus Aspergillus, bevorzugt aus 
Aspergillus foetidus, die fur eine Lysophospholipase (LPL, Phospholipase B, 2-Lysophosphatidyicholin-Acylhy- 
5 drolase, IUB 3.1.1.5) codiert, Vektoren, die diese DMA sowie weitere DNA-Sequenzen zur Expression des 
LPL-Gens enthalten, sowie mit diesen Vektoren transfonnierte filamentdse Pilze, die die rekombinante DNA 
exprimieren konnen. Weiterhin betrifft die Erfindung Enzymprodukte, die eine mitteb der rekombinanten 
filaraentosen Pitze hergesteDte rekombinante LPL enthalten, sowie Verfahren zur Verbesserung der Filtration 
yon Starkehydrolysaten mittels der rekombinanten LPL 
10 Bei der Herstelhmg von Starkehydrolysaten besteht die Schwierigkeit, die entstehende hochkonzentrierte 
Losung von Glucoseoligomeren von verbleibenden Trubstoffen durch Filtration zu befreien. Diese Trubstoffe 
besteben ganz oder teDweise aus Phospholipiden, die durch PhosphoJipide spaltende Enzyme hydrolysiert 
werden, wodurch der Fdtrationsvorgang beschleunigt wird. 
Phospholipide spaltende Enzyme, die fur diese Anwendung geeignet sind, sind in der EP 0 219 269 and von 
15 Kcmieczny-Janda, G. und Richter, G.: Starch/Starke (1991), 43(8> S. 308-315 beschrieben. Das EP O 219 269 
beschreibt eine Phospholipase aus Aspergillus niger, die Xylanase und p-ducanase in geeigneten Verhaltnissen 
enthalt und die Fikrationsleistung bei der KlSrung von Maltose-Sirup von 100 auf 300 l/h • m 3 erhdht Ko* 
nieczny-Janda und Richter isolierten aus Glucoamylase von Aspergillus niger ein Enzym, das die Lysophosphoti- 
pide der Weizenstarke partiell hydrolysiert, so daS die unlosGcben BestandteDe aggregieren und damit filtrierbar 
20 werden. Das isoherte Enzym spaltet Weizen-Iipide und synthetische Lysophospbolipide. 

Der vorOegenden Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, eine kostengunstige Lysophospholipase fur die 
Filtration von Starkesirup, speziell Maltose-Sirup, der durch f^Arnylase-Behandlung von Mahodextrinldsungen 
gewonnen wurde, bereitzustelleh. Ferner soil die Lysophospholipase frei von Glucoamylasen und Transglucosi- 
dasen seia Weiterhin soli die Lysophospholipase durch einen transformierten Wirtsorganismus in groBen 
25 Mengen produziert werden konnea Mit dem Enzym sollen Praparate hergestelh werden konnen, die sich 
besonders gut zur Hydrolyse von Lysophospholipiden und somit zur KJarung von Starkehydrolysaten eignen. 

ErfindungsgemaB wird die Aufgabe geldst durch eine aus Aspergillus isolierbare rekombinante Desoxyribo- 
nuklemsaure (DNA), die dadurch gekennzeichnet ist, daB sie fur eine Lysophospholipase (LPL) codiert und die in 
SEQ ID NO 1 fur die reife LPL angegebene Nukleotidsequenz oder eine davon abgeleitete Nukleotidsequenz, 
30 die unter stringenten Bedingungen mit der in SEQ ID KO 1 fur die reife LPL angegebenen Nukleotidsequenz 
hybridisiert aufwdst Bevorzugt wird die DNA aus Aspergillus foetidus isoliert 

Mit dieser DNA kdnnen Vektoren, insbesondere Plasmide, hergestellt werden, mit denen AsperguTus-Stamme 
oder Trichoderma reesei-Stamme transformiert werden konnen, Aus den erhaltenen Transfonnanten kdnnen 
dann solche Stamme selektiert werden, die LPL in hohen Mengen exprimieren und sezernieren. Diese transfor- 
35 mierten WIrtsorganismen erlauben wiederum Verfahren zur Herstellung der LPL in hohen Mengen. Aus den so 
gewonnenen Fermentationssaften konnen LPL-haltige Enzymprodukte hergestellt werden, die besonders gut 
zur Hydrolyse von Lysophospholipiden geeignet sind. Durch die Auswahl des Wirtsorganismus ist es mdglich, 
die Lysophospholipase mit hoher Ausbeute und im wesentlichen frei von storenden Enzymen wie Glucoamyla- 
sen und Transglucosidasen herzustellen, so daB mit dem erfindungsgemaB hergestellten Enzymprodukt die 
40 Filtration von Maltose-Sirup in hoherem MaBe beschleunigt und gleichzeitig die BDdung von unerwQnschten 
Nebenprodukten in dem geklarten Sirup verringert werden kann als dies mh konventioneD hergestellten 
Praparaten mdghch ist 
Die Erfindung wird anhand der folgenden Figuren naher erlautert 
Die Fig. 1 zeigt die Plasmidkarte des Vektors pKC9. 
45 Die Fig. 2 zeigt die Plasmidkarte des Vektors pKC3* 
Die Fig. 3 zeigt die Plasmidkarte des Vektors pKClZ 

Die folgenden Mikroorganismen wurden bei der Deutschen Sammlung von Mikroorgankmen und ZeUkultu- 

ren (DSM), Mascheroder Weg IB, 38124 Braunschweig, Deutschland, gemSB den Bestimmungen des Budapester 

Vertrages hinterlegt: 
50 A. foetidus RH3046: Hinteriegungsnummer DSM 10652 

E coli DH5a pKC3: Hinteriegungsnummer DSM 10653 

E coli DH5a pKC9: Hinteriegungsnummer DSM 10654 

E coli DH5a pKC12: Hinteriegungsnummer DSM 10655 

E coli DH5a pKC9: Hinteriegungsnummer DSM 10654 
55 E coli DH5apKC12: Hinteriegungsnummer DSM 10655 

Rekombinante DNA 

Die Erfindung betrifft eine rekombinante Desoxyribonukleinsaure (DNA), isolierbar aus Aspergillus foetidus, 
go die dadurch gekennzeichnet ist, daB sie fur eine Lysophospholipase (LPL) codiert und die in SEQ ID NO 1 fur die 
reife LPL angegebene Nukleotidsequenz oder eine davon abgeleitete Nukleotidsequenz, die unter stringenten 
Bedingungen mh der in SEQ ID NO 1 fur die reife LPL angegebenen Nukleotidsequenz hybridisiert, aufweist 

Die in SEQ ID NO 1 dargestellte Sequenz entspricht dem chroraosomalen LPL-Gen aus A. foetidus RH3046 
mit 5'- und 3'-flankierenden Sequenzen. Unter der Nukleotidsequenz fQr die reife LPL wird die gemaB SEQ ID 
65 NO 1 erhaltene, fur das Stmktuxgen der LPL ohne das Signalpeptid codierende DNA-Sequenz verstandea Die 
Nukleotidsequenz fur die reife LPL sind somit diejenigen Exon-Sequenzen, die fur die Aminosauren 1 (Ser) bis 
270(Leu)codieren. 

Die Erfindung betrifft weiterhin eine von der Nukleotidsequenz fur die reife LPL abgeleitete Nukleotidse- 
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quenz. Daninter sind Nukleotidsequenzen zu verstehen, die von der in SEQ ID NO 1 angegebenen Nukleotidse- 
quenz abweichen, aber unter stringenten Bedingungen mit dieser DNA fir die LPL hybridisierea 

Der Begriff "stringente Hybridiacrungsbedingungen w ist dem Fachmann gelaufig (siehe z, B. Maniatis et aU 
(1982X Molecular Cloning, A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, New York). Stringente 
Hybridisierungsbedingungen sind solche, unter denen nur DNA-Molekttle mit einem hohen Homologiegrad, 5 
z, B. > 85%, miternander hybridisierea Die Stringenz der Versuchsbedingungen kann z, B. durcb (fie Hybridisie- 
rungstemperatur oder durcb die Salzkonzentration der Hybridiaerungdoscng eingestellt werdea 

Vom LPL-Strukturgen abgeleitete DNA-Sequenzen konnen z,B. Abweichungen in der Nukleotidsequenz 
ohne Abweichungen in der Aminosauresequenz, bedingt durcb die Degeneration des genetischen Codes, aufwei- 
sea Ebenso konnen geringfugige Abweichungen in der Nukleotidsequenz auch zu funktionell unwesentEchen to 
Andenmgen in der Aminosauresequenz des Enzyms fuhrea Weitgehend homologe Gene, die mittels der 
vorliegenden Erfindung aus anderen Stammen von A foetidus oder nah verwandten AspergOIus-Arten isofiert 
werden konnen, sind daher etngeschlossea Die Erfindung umfaBt auch Fusionsproteine, die fur die enzymatische 
Funktion des Proteins wesentliche Tefle der Tefle des LPL-Gens bzw. davon abgeleitete Nukleotidsequenzen 
aufweisea is 

Die Sequenzbeschreibung gemSB SEQ ID NO 1 enthilt weiterhin die vor der Nukleotidsequenz fur die reife 
LPL b'egende codierende Sequenz fur das Signalpeptid, beginnend rait der Aminosaure 1 (Met) bis 21 (Pro). 
AnschlieBend folgt ein Propeptid mit sechs AminosSurea von Position 22 (Ala) bis 27 (Arg). Vor der Signalpep- 
tidsequenz liegt die funktioneDe Promotorregion des LPL-Gens (Nukleotid 1 bis 1608). Hinter dem Strukturgen 
befbdet sich das TAA-Stopcodon sowie eine als Transkriptioroteraunator funktionelle Region (Nukleotide 2654 20 
bis 3650). Die Sequenzbeschreibung gemaB SEQ ID NO 1 gibt die gesamte Aminosauresequenz der LPL mit 
dem Signalpeptid wieder. 

Die erfmdungsgemSBe rekombinante DNA kann durcb die Isolienmg eines LPL-Gens aus dem Genom ernes 
LPL-produzierenden Aspergillus-Stammes, insbesondere eines A foetidus-Stamraes, Z.B. aus A foetidus 
RH3046, erhalten werden. Dazu wird RNA und/oder DNA aus dem Zellmaterial des Aspergillus-Stammes 25 
gewonnea 

Fur die Isolierung der RNA wird das Zellmaterial bevorzugt in einem Medium gezuchtet, in dem der Stamm 
moglichst viel LPL produziert, da in diesem induzierten Zellmaterial der Gehalt an LPL-spezifischer RNA hoher 
als in nichtinduziertem Zellmaterial ist Dadurch wird ein hdherer Anteil an LPL-spezifischer cDNA bei der 
cDNA-Synthese erhalten, wodurch die Isolierung der LPL~cDNA erleichtert wird 30 

Geeignete Anzuchtmedien sind z. B. Minim almedi en fur Pilze, denen Lysolecithin enthaltende Bestandteile, 
z. Bw eine Fraktion aus Soja, zugesetzt ist Bei maximaJem LPL-Titer im Medium erfolgt die Zellernte vorteilhaf- 
terweise durch das Emfrieren des abfiltrierten Mycels in flussigem StickstofL 

Aus dem Zellmaterial kann die Praparation von RNA in an sich bekannter Weise erfolgea Dazu wird das 
Mycel z. B. in Gegenwart von Detergentien wie SDS (Natriumdodecylsulfat) unter flussigem Stickstoff homoge- 35 
nisiert und die RNA durch Phenol-, Fhenol-Chlorofonn-Extraktionen, ggf. unter Zusatz von Isoamylalkohol, 
gewonnea Die RNA wird anschlieBend aus der waBrigen Phase durch Zusatz von Salzen, wie z, B. Uthiumchlo- 
rid»ausgefallt 

Aus der RNA kann in an sich bekannter Weise mittels reverser Transkriptase (RNA-abhangige DNA-Polyme- 
rase) zunachst eine komplementare einzelstrangige DNA erzeugt werden. Dazu wird die RNA mh einer to 
Misdumg von Desoxynukleosidtriphosphaten (dATP, dCTP, dGTP und dTTP), einem OIigo(d1>Primer f der mit 
dem Poly(A)-Ende der mRNA hybridisiert, und einer reversen Transkriptase, z. B. der reversen Transkriptase 
des Moloney-Maus-Leukamie- Virus (M-MuLV), inkubiert, die eine komplementare einzelstrangige DNA er- 
zeugt 

In einem zweiten Schritt wird dann zu der einzelstrangigen DNA mit der DNA- Polymerase wiederum ein 45 
Komplementarstrang synthetisiert, so dafi nun eine doppelstrangige cDNA vorliegt Die Ausbeute an LPL-spe- 
zifischer cDNA kann mittels der Taq-DN A- Polymerase in am sich bekannter Weise mit der Porymerase-ECetten- 
reaktion (PGR) urn ein Yielfaches erhdht werden. Dazu wird die einzelstrangige cDNA mit einer Mischung von 
Desoxynukleosidtriphosphaten, einer entsprechenden Teilsequenz des OIigo{dT)-Primers fur die Rflckreaktion 
und einem fur die Hinreaktion LPL-spezifischen Primer inkubiert Der LPL-speziflscbe Primer wird aus der 50 
Aminosauresequenz der LPL abgelertet und soli theoretisch nur mit einem bestimmten Bereich der einzelstran- 
gigen LPL-cDNA hybridisierea Die cDNA-Synthese wird mit der Taq-DNA-Polymerase gestartet und verlauft 
somit nur in einem defmierten Bereich. d a zwischen zwei Ohgonukleoudea Die PCR-Produkte werden 
geretnigt und in das Plasmid pUC18 insertiert Nach der Transformation in E coli DH5a kann die Plasmid-DNA 
aus den ausgewahlten Kolonien prapariert und anschlieBend mit einer racDoaktiv markierten DNA-Sonde 55 
hybridisiert werden. Die cDNA-Insertion eines posrtiven Klons wird sequenziert Erne Oberemsthnmung der 
von der Nukleotidsequenz abgeleiteten Aminosauresequenz mit der durch Edman-Abbau bestimmten Sequenz 
bestatigt das gesuchte LPL-Gea 

Die gewonnene LPL-cDNA kann als Gensonde fur die Southern- Hybridisierung und die genomische Klonie- 
rungderLPLbenutztwerdea eo 

Die Isolierung des chromosomalen LPL-Gens kann durch direkte KJonierung der mit Restrikdonsenzymen 
hydrolysierten chromosomalen DNA in das Plamid pUC18 erfolgea 

Genomische DNA kann unabhangig von den Anzuchtbedingungen der Zeilen aus dem Mycel gewonnen 
werdea Bevorzugt ist eine Anzucht des Zellmaterials in einem Vollraedium fur Pilze, z. B. Sabouraud-Bouilloa 
Die Isolierung der DNA aus dem Zellmaterial kann in an sich bekannter Weise durch Homogenisierung des 65 
Zellmaterials in einem Puffer, z. B. 100 mM Tris-HO, pH 7J5, 300 mM NaO, 200 mM EDTA, und anschliefiende 
Extraktion mit Phenol, ChJoroform-Isoamylalkohol erfolgea Die DNA wird durch Zusatz von Ethanol und 
Natriumacetat aus der waBrigen Phase prazipidert Sie wird mit einem Restriktionsenzym, z. B. BamHI, vollstan- 

3 


NZMA-006S773 


DE 196 20 649 Al 


dig gespalten und anschMeBend in einem Saccharose-Gradienten nach GroBe fraktioniert Aufgrund des Ergeb- 
nisses aus der Southern-Hybridisierung werden die Fraktionen mit DNA-Fragmenten der GroBe von ca. 9 bis 
10 kb gesammelt Nach der Fallung der DNA mh Etfaanol wird die DNA in den Vektor pUC18 mserttert Nach 
der Transformation in E. coli DH5a kdnnen die gesucnten LPL-Traasformanten mhteis Koloniehybricfisieruug 
5 identifiziert werdea Die Charakterisierung der isolierten DNA erfolgt in an stcb bekannter Weise durch 
Restriktfonsanaiyse und anschlieBende Sequenzienm&z. E nach der Sanger-Methode. 

Durch den Vergleich der cDNA-Sequenz mit der Sequenz des chromosomalen Gens laBt sich die Lage der 
Exon- und Intron-Sequenzen bestimmea 

20 Vektoren zur Expression der LPL in Aspergillus- oder T. reeset-Stammen 

Die Erfindung betrifft weiterhm einen Vektor, enthahend 

a)DNA-SequenzenzurReplikationdesVektorsinEcou; 
15 b) DNA-Sequenzen zur Expression und Sekretion eines Porypeptids m einem Aspergiltas-Stamm oder in 
einem Trichoderma reesei-Stamm, die fur einen Promoter, eine Signalpeptidsequenz und optional fur einen 
Terminator oodieren, 

c) eine fur ein Potypeptid codierende DNA-Sequenz, die funktionell mit den DNA-Sequenzen nach b) 
verbundenist, 

20 

der dadurch gekennzeichnet ist, daB die DNA-Sequenz nach c) eine Nukleotidsequenz emsprechend der in SEQ 
ID NO 1 fur die reife LPL angegebenen Nukleotidsequenz oder eine davon abgeleitete Nukleotidsequenz, die 
unter stringenten Bedingungen mit der in SEQ ID NO 1 fur die reife LPL angegebenen Nukleotidsequenz 
hybridisiert, aufweist 

25 Die DNA-Sequenzen nach a) werden bendtigt, um die Vektor-DNA in E coli, z. E E coli DHSa, vermehren zu 
kdnnen. Eine derartige DNA-Sequenz kann ein Phage, z. E der Phage EMBL3, ein Cosmid oder beyorzugter- 
weise em Plasmid seia Geeignete Plasmide smd z. B. pBR322, pUC18 oder pUC19 oder ggf. Fragmente dieser 
Ptasmide, die zumindest den Replikationsorigin und einen Selektionsmarker fur E coli enthalten. 
Die Vektoren enthalten weherhin DNA-Sequenzen nach b\ die in Aspergfflus-Stammen oder in T. reesei- 

30 Stammen zur Expression und Sekretion des Genprodukts des LPLrGens nach c) fuhrea Diese DNA-Sequenzen 
nach b) smd mit dem LPL- Gen funktionell verbundea Dies smd z. E 5'- und 3'-flankiereade Sequenzen, wie 5* 
des Gens angeordnete Promo toren, eine Signalpeptidsequenz, 3' des Gens angeordnete Terminatorea Weitere 
fuaktionelle DNA-Sequenzen, die vorhanden sein konnen, sind z. B. Ribosomenbindungsstellen fur die Transla- 
tion, Enhancer oder "Upstream Activating Sequences" oder Poryadenyfienmgsfunktionen. 

35 Signalpeptidsequenzen sind 5' unmittelbar vor dem Strukturgen liegende, fOr AmmosSuren codierende DNA- 
Sequenzen, die bd extrazelhilaren Proteinen vorkommen und gemeinsam mit dem Strukturgen transkribiert 
und translatiert werdea Bei der Sekretion des Proteins aus der Zelle werden die Signalpeptidsequeraen 
abgespalten, wodurch das eigentliche "reife 9 Protein entstehL Erne Signalpeptidsequenz ist somit notwendig, um 
die Sekretion der LPL aus der Wirtszefie zu erreichea Ebenso and ein Promotor und ein Terminator zur 

40 Initiation der Translation bzw. zur Termination der TVanskription des Gens notwendig. 

Es kann sich dabei um den naturhch im Chromosom von A foetidus Gegenden Promotor, die Signalpeptidse- 
quenz und/oder den Terminator des LPL-Gens handela Ebenso k6nnen die funkooneDen DNA-Sequenzen yon 
anderen Genen stammen, deren Produkte in Pilzstammen der Gattung Aspergillus oder in T. reesei exprimiert 
und sezerniert werdea 

45 Betspiele fur Gene, die geeignete funktionelle DNA-Sequenzen aufweisen, sind z»E das TAKA-Amylase 
A-Gen aus A- oryzae (EP 0238 023), das Pektinesterase-Gen oder das Polygalakturonidase-Gen aus A niger 
(EP0388 593X das Ghicoamyiase-Gen aus A awamori (EP 0 215 594), das Celk>biohydrolase-Gen I (cbh 1) aus T. 
reesei (EP 0244 234). 

Die DNA-Sequenz nach c) enthait das LPL-Strukturgen oder eine davon abgeleitete DNA-Sequenz, Diese 

so DNA-Sequenz kann z, E in Form eines chromosomalen Gens mit den naturiich enthahenen Introns oder als von 
der Messenger-Ribonukleins&ure (mRNA) abgeleitete cDNA ohne Introns enthalten seia 

Ein erfindungsgemaBer Vektor ist z,E das Plasmid pKC3 (siebe Fig. 2), Das Plasmid bestebt aus dem 
aUgemein bekannten E coli-Plasmid pUC19 sowie einem Hindlll/EcoRI-Restnktionsfragment aus der chromo- 
somalen DNA von A. foetidus RH3046. Das Restrikdonsfragment enthait das Strukturgen der LPL mit der 

55 naturlichea fur das Signalpeptid codierenden DNA-Sequenz sowie den naturiichen 5' vor dem Gen Gegenden 
Promotor- und 3' hinter dem Gen Gegenden Terminationssequeazea Die vor und binter dem Strukturgen 
einschlieBlich der Signalpeptidsequenz Gegenden DNA-Sequenzen and funktionell und fOhren zur Expression 
und Sekretion in fQamentdsen PUzen der Gattung Aspergillus, z. E in Stammen von A foetidus, A. niger, A. 
phoenicis, A oryzae oder A. sojae. 

so Dem Fachmann sind hinreichend Methoden bekannt, mh deren Hilfe ein Gen mit funktionellen DNA-Sequen- 
zen, z. E einem anderen Promotor oder einer Signalpeptidsequenz, in einem Vektor kombiniert werden kann 
(siehe z. E Maniatis et ai, (1982), Molecular Cloning, A Laboratory Manual Cold Spring Harbor Laboratory, 
New York): Die Nukleotidsequenz fur das reife LPL-Gen oder eine davon abgeleitete Nukleotidsequenz kann 
daher auch mit anderen funktionellen Sequenzen als den in pKC3, pKC9 oder pICC12 vorhandenen funktionellen 

65 DNA-Sequenzen verbunden werden, die zur Expression und Sekretion der LPL in einem filamentosen Pilz der 
Gattung Aspergillus oder in T. reesei geeignet and. 

Von besonderer Bedeutung fur die ExpressionshShe sind vor allem funktionelle Promotorsequenzea Hierbei 
handelt es sich um DNA-Sequenzen von ca. 500 bis 2000 Basenpaaren Lange, die jewefls 5' vor dem Startcodon 
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eines Aspergillus- oder eines T. reesei-Gens liegea 

Solche DNA-Sequenzen kdnnen z. B. aJs Restriktionsfragmente isohert werden und mit Restriktionsfragmen- 
ten des LPL-Gens einschfiefilich der Signalpeptidsequenz ligiert werdea Dabei kdnnen nichtkompatible Re- 
striktionsspaltstellen oder Bereiche ohne geeignete Restriktionsspaltstellen z. B. durch synthetisch hergestellte 
OQgonukleotide uberbrOckt bzw. ersetzt werdea so dafi die ursprungtiche DNA-Sequenz erhalten bleibt Aaf 5 
diese Weise kann die DNA-Sequenz des LPL-Gens einschlieBlich des Signalpeptids unverandert erhalten 
bleiben und mit einer ebenf alls unveranderten Promotorsequeuz funktionell verbunden werdea 

Zur ErhShung der Expression kann der naturliche Promoter gegen einen anderen ausgetauscht werdea Es 
sind zahlreiche geeignete Promotoren bekannt Geeignet ist 2. B. der TAKA-Amyiase-Promotor aus A. oryzae 
(siehe EP 0 238 023) zur Expression in A. oryzae- oder A. sojae-Stammen, der gpdA-Promotor aus A. niduians 10 
(PUNT et al(l 987^ Gene 56, S. 1 17— 1 24) zur Expression in A.niduIans-,A,n^ervA.phoenids-,A.japonicus-,A. 
foetidus- oder A. awamori-Stlmmea Geeignet fur die Expression in einem T. reesei-Stamm ist z, E der 
cbhl-Promotor aus T. reesei (EP-A-0 244 234). 

Ais Terminator wird die nattirliche, hinter dem Strukturgen iiegende cfaromosomale Terminator-Sequenz 
geraaB SEQ ID NO 1 bevorzugt Je nach dem zur Expression verwendeten Stamm oder der verwendeten 15 
Promotorsequenz kann es yon VorteO sein, zusltzlicb die nattirliche Leadersequenz oder auch die Tenninatfons- 
seqnenz auszutauschen, urn eine nochmals verbesserte Expression und Sekretioo zu errekhea Geeignet ist z. B. 
der trpC-Terminator aus A. niduians (PUNT et aL, aa.0.) oder der Pektmesterase-Tenninator aus A. niger 
(EP 0388593). 

20 

Transform] erte Aspergillus- oder Trichoderma^tamme zur groBtecfanischen Produktion von LPL 

Die erfmdungsgemaBen Plasmide kdnnen bei der Transformation von Aspergillus- oder Trichoderma reesei- 
Stammen verwendet werdea Die Plasmide kdnnen dabei mehrfach ins Genom der Wirtsstamme integriert 
werdea Durch die Erhdhung der Anzahl der Genkopien und/oder die zusatzliche Verwendung starkerer 25 
Promotoren kann die LPL-Produktivitat bedeutend erhoht werdea Aus einer Vtelzahl von Transformanten 
kdnnen solche mit besonders hoher Produktivitat ausgewahlt werdea Durch die Forderung der LPL-Produkt- 
ivitat treten zugleich Nebenaktrvitaten, wie eine unerwunschte Glucoaraylase-Aktivitat, in den Hintergrund 
Erfindungsgem§5 transformierte Stamme eignen sich daher besonders gut zur groBtechnischen Produkdon von 
LPL-Enzymprcduktea 30 

Besonders geeignet zur Expression und Sekretion der LPL sind Pflzstarame von Art en, deren gute Produk- 
tibnseigenschaften fQr Enzyme bekannt sind Bevorzugt sind insbesondere Stamme der Arten A. niger, A. 
awamoii A. phoenicis, A. japonicus, A. foetidus, A. oryzae oder A. sojae so wie T. reesei Geeignete Stamme 
kdnnen aus dffentlich zugangiichen Stammsammlungen, wie z.B„ ATCC, DSM, CBS oder NRRL* erhalten 
werdea Geeignete Wirtsstamme sind 2. B. insbesondere A. awamori ATCC 1 1 360, A. foetidus ATCC 1 0254 und 35 
ATCC 1 1359, A. japonicus 1 6873, A. oryzae NRRL 695, A. niger ATCC 10864, A. phoenicis CBS 13&52 sowie T. 
reesei ATCC 26921. Besonders geeignet ist A. sojae DSM 10090. EbenfaOs besonders geeignet ist der Gendonor- 
stamm A. foetidus RH3046 (vgL Sehe 3). 

Die Transformation der Puzstamme kann mit HQfe bekannter Methoden vorgenommen werdea EP 0 184 438 
(US 4 885 249) beschreibt z. B. eine Transformationsmethode fur A. niger, bei der ais Selektfonsmarker das 40 
argB-Gen aus A. niduians verwendet wird EP 0 238 023 beschreibt im Beispiel 9 eine genereli anwendbare 
Transformationsmethode fur A. oryzae-Stamme. Dabei wird das Plasmid p3SR2 mit dem amdS-Gen aus A. 
niduians ais Selektbnsmarker verwendet EP 0 244 234 beschreibt die Transformation von T, reesei mit diesem 
Vektor. Die Transformation von A. niger mit p3SR2 wird von Kelly und Hynes (1985), EMBO Journal 4, S. 
475—479, beschriebea Fur Stamme der Arten A. niger, A awamoii A. japonicus, A. phoenicis und A. foetidus 45 
kann bevorzugt der Vektor pAN7-l (PUNTet aL(1987)t Gene 56,5. 117— 124) verwendet werdea Transforman- 
ten kdnnen dann anhand der Resistenz gegen Hygromycin B selektiert werdea 

Fur die Transformation von A. sojae wird ein drittes Selektionsprinzip genutzt, da die verwendeten Stamme 
dieser Art sowohl Acetamid verwerten wie auch gegen Hygromycin B resistent sind Durch Selektion auf 
chlorbaltigem Nahrboden werden Mutanten isoliert, deren Nhratreduktase-Gen (niaD) defekt ist, die also nicht 50 
mehr mit Nitrat ais aDeimger Stickstoffquelle wachsen (Cove, DJ. (1976) Heredity 36, 191 —203). Durch Trans- 
formation mit dem Plasmid pSTAiO (Unkles, SLR et aL (1989) MoL Gea Genet 218, 99— 104> auf dem sich die 
intakte Information fur das Nitratreduktase-Gen befindet, wird der Defekt ausgeglichen, so daB die Transfor- 
manten mit Nitrat ais alleiniger Stickstoffquelle wachsen, wahrend die nicht transfonnierten Zellen im Wachs- 
tumznrOckbleibea 55 

Zur Transformation werden zunachst aus vegetativen Zellen oder auch aus Konldiosporen unter Enzymehv 
wirkung Protoplasten in einem osmotisch stabilisierten Medium erzeugt Zu diesem werden Obficherweise nach 
mehreren Waschschritten die zu transformierende Plasmid-DNA in Gegenwart von Polyethylengfykoi (PEG) 
und CaCij zugegeben, was zur Aufnahme der DNA in die Zellen fuhrt Nach der Transformation werden die 
Protoplasten auf osmotisch stabilisiertera Medium regeneriert, wobei eine Selektion auf solche Zellen erfolgt, eo 
dieeinMarkergen aufgenommen habea 

Die Transformation der PQzstamme erfolgt bevorzugt nach dem Co-Transformationsverfahrea bei dem ein 
Plasmid mit einem Selektionsmarker fur Aspergillus- oder T. reesei-Stamme und ein erfindungsgemaBer Vektor 
— eine Phagen-DNA oder eine Cosmid-DNA oder bevorzugt ein Plasmid mh dem LPL-Gen — gleichzeitig zu 
den zu transformierenden Zellen zugegeben werdea 65 

A. sojae DSM 10090 kann beispielsweise mit den Plasmiden pSTAiO und pKC9 co- transform iert werdea Es 
kdnnen dann nitratverwertende Transformanten selektiert werdea 

Unter den insgesamt erhattenen Transformanten mQssen dann solche mit erhdhter oder besonders hoher 
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LPL-Produktivitat ausgewahlt werden. Diese Auswahl kann z. B. auf grand der LPL-Produktivitat der Transfor- 
roanten in Schuttelkolben getroffen werden. 

Verf ahren zur HersteDung von LPL mit einem erfradungsgemaB transformierten Wirtsorganlsnius 

5 

Der transformierte Wirtsstamm kann in einem geeigneten Medium in Submerskultur inkubiert werden. 
Geeignete Medien sind solche, in denen filamentdse Piize em gutes Wachstum zeigen, insbesondere solche, in 
denen zugleich erne gute BDdung der LPL erfoigt Gut geetgnet sind Medien, von denen bekannt ist,da6der 
jeweulge Aspergillus- oder T. reesei- Wirtsstamm em gutes Wachstum zeigt und zugleich LPL bildet Besonders 

10 gflnstig auch im HinbOck auf kostengunstige Medien ist die Verwendung billiger Naturprodukte als Nahrboden- 
bestandteile, wie z, B. Maisquellpulver oder Maisquellwasser, Roggenkleie, Weizenkleie, Kartoffeldextrin, Mai- 
todextrin, Kartoffefprotein, Melasse etc Gunstig ist ebenfalls die Verwendung von Ammoniumsalzen als 
N-Quellen, z, B. Ajmnoiuumsulfat Der Fachmann kann sich an fur die Fermentation von Aspergillus- oder 
Tricboderma reesei-Stammeu bekannten Medien orientieren und durch Versuche besonders geeignete Medien 

15 berausfinden. Ein geeignetes Medium kann z.R5% Maltodeztrin und 3% MafcqueDpulver in Leitungswasser 
enthalten. 

Die Herstellung der LPL kann durch Submersfermentation erfolgen. Die Beimpfung kann dabei Oblicherweise 
ttber eine Impfkaskade von einer Kulturrohrcben- oder einer PetrbchalenJailtur Qber Schfittelkolben, ggf. einen 
oder mehrere Vorfermenter in einen Hauptfermenter erfolgen. Eine uMche Fennentationsdauer betragt ca. 30 
20 bb 120 Stunden bei ca. 28°C unter aeroben Bedingungen. Nach Abbruch der Fermentation wird das Zellmateri- 
al, z. & durch Filtration abgetrennt und der LPL-hahige Kultursaft geerntet und gereinigt Der Kultursaft kann 
zu flfissigen oder trockenen LPL-Produkten, z. B. durch Ultrafiltration, Spriihtrocknung oder Sprilhgranulatbn, 
weiterverarbeitet werden. Auf diese Weise kflnnen LPL-Enzymprodukte hergesteDt werden, die zur Hydrolyse 
von Lysophosphatiden geeignet sind 

Anwendung des erfindungsgemaBen LPL-Enzyraproduktes 

Die Hydrolyse-Reaktion wird am besten im Temperaturbereich von 20 bb 65°G vorzugsweise von 35 bis 
55° C, in 5 bb 24 Stunden unter Ruhren durchgefuhrt Zweckm&Big werden die Ausgangssirupe in einer Auf- 
schlammung oder Ldsung mit einem Festgehalt von 5 bb 35 Gew.-% eingesetzt Der pH-Wert liegt im allgemei- 
nen im Bereich von 4 bb 5, vorzugsweise bei 4,5. 

Vorzugsweise wird das Verfahren einstufig durchgefuhrt, indem man die LPL einwirken laBt ZweckmaBig 
and pro kg Trockensubstanz des Sirups 250 bb 800 Einheiten an LPL Dabei kdnnen unter Verwendung der 
rekombinanten LPL wesentlich hohere FluBraten erzielt werden als dies etwa mit der in EP 0 219 269 beschrie- 
benenkonventionellen LPLmSglichbt 
Durch Pasteurisieren des Sirups wird fiblicherwebe das Enzym LPL inaktiviert 
Die f olgenden Beispiele erlautern die Ernudung naher. 

Beispiele 

(Prozentangaben in den Bebpielen bedeuten Gew.-% soweh nicht anders angegeben.) 

Bebpiel 1 

Reinigung der LPL aus A. f oetidus 

1500 ml Kulturretentat von A. f oetidus RH3046 warden, urn die elektriscbe Leitfahigkeit herabzusetzen, fiber 
eine Sephadex G25-S5ule (Pharmacia) entsabt und auf Puffer A (20 mM Tris-HCl, pH 7,0 + 5mM Ca-Acetat) 
umgepuffert Die aufgefangene Enzymlosung hatte eine Leitfahigkeit von 3J5 mS/cm. 

In einem weiteren Schritt wurde eine IoneiiausUuschchrotnatographie an DEAE-Fractogel (Merck) vorge- 
nommen. Dazu wurden 2440 ml der umgepufferten entsalzten Enzymlosung in mehreren (9) Ansatzen auf eine 
DEAB-Fractogel-Saule (Hohe 235 mm, DuTchmesser 50 mm) aufgetragen. Die SSule wurde mit Puffer A gespult 
Die Elution erfolgte in einem kontinuierlichen Gradienten von Puffer A zu Puffer B (Puffer A + 1M Nad). Es 
wurde bei einer Elutionsgeschwmdigkeit von 12 ml/min eMert, und Fraktionen zu je 18 ml wurden aufgefangen. 

Die Fraktionen wurden auf Anwesenheit der LPL getestet Dies geschah durch Messung der LPL-Aktxvitat 
Eine LPL-Einheh ist danach defmiert als die Enzymmenge, die in einer 0,010 molaren wiBrigen Ldsung von 
Lysolecithin bei pH 4,5 und 55° C eine Hydrolysegeschwindigkeit von 1 Mikromol pro Minute be wirkt 

Die Messung der LPL-Aktivitat wurde wie folgt ausgefuhrt: 0,1 ml Enzymlosung wurden zu 0,5 ml bei 55° C 
vortemperierterSubstratl6sung(0,01 M Lysolecithin, Sigma Best-Nr. L4129, in 0,01 M Na-Acetat-Puffer,pH4,5) 
eo gegebea Nach 1 mm und nach 10 min Reaktionszeit bei 55°C wurden jeweils 0,1 ml dieses Areatzes zu 1 ml auf 
37°C vortemperiertes (5 min) Reaktkmsgemisch A (Test der Fa. Boehrmger Mannheim, °Freie Fetts&uren, 
Halbmikrotesf, Best-Nr. 1383175; Reaktionsgembch A enthalt 11 ml K-Phosphat-Puffer, pH 7A Tribrorahy- 
droxy-Benzoesaure, Mg-Cblorid und Stabilbatoren, sowie eine Tabtette, die ATP, CoA, Acyi-Co A-Synthetase, 
Peroxidase, Ascorbat-Oxidase, 4-Arninoantipyrin und Stabifisatoren enthalt) gegeben und bei 37°C 5 min inku- 
65 biert AnschlieBend wurden 0,1 ml des Gembches aus 0J55 ml N-Ethylmaleimmidl6sung (im Testkit enthalten) 
und 0,55 ml Reaktionsgemisch B fun Boehringer-Testkit enthalten, 0,6 ml ACOD-Verdinnungsiosung, stabili- 
siert, sowie eine Tablette Acyi-CoA-Oxidase) zu obigem Ansatz zugegeben und 5 min bei 37°C inkubiert. Der 
Ansatz wird im Wasserbad auf Raumtemperatur abgekuhlt und die Eatinktion bei 546 nm im Photometer 
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bestiramt (l-inl-Kuvetten). Die Enzymlosung wurde mit destilliertem Wasser so verdunnt, daB die Exdnktlons* 
werte im Bereich vod 0,5 erhalten wurden. Der Gehalt an LPL wurde nach folgender Fonnel errechnet 
Berechnung: 


E fnach in ^'n] - E (nach 1 min) » l r 2 ml » 0.6 ml 

9 min • 16,772 • l cm • 0,1 ml • 0,1 ml • Enzymkonz. g/ml 

Enheit:U/gLPL 10 
16772 « OD von 1 mM PalmitinsSure, gemessen nach oben beschriebenem Test 
Anarysenvolumen = 1,2 ml 
Vohnnen Enzymlosung = 0,1 ml 
VohimenderfreienFettsaure = 04 ml 

Enzymkonzentration » Verdunnung der Enzymlosung * Enzyraeinwaage (g/ml) 15 
Reakfc'onszeit tmm « 9(1 0~ l ) min 
Sducbtdicke der MeBkuvette = 1 cm 
Volumen Puffer + Substrat + Eozym « 0,6 ml 

Die Elution der LPL setzte bei ca. 0,1 M NaG em. Die LPL-haltigen Fraktionen aus mehreren Laufen wurden 
vereinigt, gegen rfeOdest dialysicrt und anscbfieBend lyophilisiert Das Lyophitisat wurde in 168 ml Puffer A 20 
aufgenommen. Im nachsten Scfaritt wurde je 1 ml der Proben in 168 Ansatzen auf eine Mono Q (Pharmacia, 
10 nn^Am^neiiaustauschChromatographie Saule aufgetragen und wiederum in einern kontinuieriichen Gra- 
dienten von Puffer A zu Puffer B eluiert Die Hauptmenge an LPL eluierte dabei zwischen 180 und 210 mmol 
NaCl Das Ehiat, 4035 ml, wurde gegen H20d«t dialysiert und anschlieBend lyophilisiert 

Das LyophDisat wurde in 100 ml Puffer A aufgenommen und in 5 Laufen a 20 ml fiber eine Sephacryl S-200 HR 25 
(Phannacia)-Saule (770 mm • 50 mm) durch Gelchromatographie weiter gereinigt 

Die LPL-haltigen Fraktionen (300 ml) wurden vereinigt und mh 300 ml 3,4 M Aramoniumsulfatlosung versetzt 
und in 15 L5ufen mh je 40 ml uber eine Phenyl-Sepbarose (Pharmacia, FF, 83 mm - 10 mm) getrennt, mit 1,7 M 
Ammoniumsulfatlosung in Puffer A (Puffer C) nachgewaschen und mh einem kontinuieriichen Gradienten von 
Puffer C und Puffer A eluiert Die LPL-haltigen Fraktionen (85 mi) wurden vereint, die spezifische Aktivitat lag 30 
bei ca. 72 LPL Einheiten/mg Protein. 

Endreinigung der LPL mhtels HPLC 

Die Endreinigung erfolgte durch Umkerirphasenchromatographie (HPLC) an Nucleosil 500-5 C3 PPN (Stan- 35 
dard-Prep Trennsaule, Macherey und Nagel). Je 1350 ul der LPL-haltigen Fraktionen wurden aufgetragen. Die 
Elution erfolgte mh einem Arnmoniumformiat-Puffersystem (Puffer A: 10 mM A mmoniumf ormiat, pH 7J5 (95%), 
Acetonitril (5%) und Puffer B: 100 mM Amraoniumformiat pH 7,5 (5%X Acetonitril (95%X 9 auf 10, bis 80% 
Puffer B. Die LPL ehrierte bei ca 47% Puffer B. 

Das geremigte Protein zeigt in der SDS-Gelelektrophorese eine einheitliche Bande mit einem Molekularge- 40 
widit von ca. 37.000 Dalton. Der isoelektrische Punkt liegt bei ca. pH 4,2. Das auf diese Weise geremigte Protein 
wurde zur Sequenzienmg verwendet 

BeispieI2 

45 

Partielle Ajninosauresequenzienmg 

Ausgehend von dem gereinigten Enzym, wurden nach der Spaltung mit Endoproteinase Asp-N die Peptide 
durch Umkehiphasen-HPLC-Chromatographie getrennt Die N-terminale Sequenz des nativen Proteins wie die 
Sequenz der praparierten Peptide wurden unter Verwendung eines Gasphasensequenators (Applied Biosystems 50 
Model 470A) bestimmt 

Die N-terminale Ammosauresequenz lautet; 
Ser-Val-Ser-Tlir-Ser-Thr-Uu-Asp^ 
Asn-Ile-Asp-Ser. 

Das nach Endoproteinase Asp-N (Boehringer Mannheira>Spaltung erhaltene Peptid Asp-N3 mit folgender 55 
Ammosauresequenz wurde zur Ableitung des Oligonukleotkb KC15 benutzt: 
Asp-N3: Glu^Hfe-ne-Ihr-Ser-Gto-Gly-Ser-Gly-Ala-Asn-Phe-Arg 
KC15:3'-CTC GTGTAGTGG AGG GTCCCG AGGCGG-5' 

Bebpiel3 60 

Ableitung und Synthese von DNA-Sonden 

Die Sequenz des KC13-01igonukleouds wurde aus der N-terminalen Ammosauresequenz der Lysophosphofi* 
pase abgeleitet und am 5 r -Ende im Sinne des Oligonukleotids TCCAAGCTT geandert, um eine HmdUI-Schnitt- 65 
steflezu erhalten. 

Das Oligonukleoud KC13 stelit eine sogenannte 'mixed-probe" dar. Seine Sequenz lautet: 
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N-Terminus : Ser-^Jhr-Leu-Asp-Glu-Leu-Gln-Leu-Phe-Ala-Gln- 
KC13 : 5'-TCC AAG CTT GAC GAA CTI CAA CTI TTC GCI CA-3' 

T G T G T T 

Hindlll 

Zur Identifcaerung des PCR-Produkts bzw. for Northern- An alysen and zur Identifizierung von Kolonien 
wurde das aus dcm Peptid-Fragment Asp-N3 abgeleitete Oligonukieotid KC15 verweodet 
KC15: 3'-CTC GTG TAGTGG AGG GTC CCG AGG CGG-5' 

Die Synthese der Nukleotidsequenz erfblgte nach dem von Beaucage, SI* und Caruthers, MR, (1981), Tetrahe- 
dron Letters 22, SL 1859—1862; entwickelten Phosphoramiditverfahren und wurde rnhtels eines DNA-Synthese- 
ger&s (Applied Biosystems 380ADNA Synthesizer) durchgefuhrt 

Beispiel4 

Preparation von RN A aus den induzierten Zellen 

Zur Isolierung von RNA aus Aspergillus foetidus wurde eine modifizierte Methode nach Vierula, PJ. und 
Kapoor,M,(1989XJ.BioLChenx264 r & 1108-1 114, angewandt 

Beispiel5 

Synthese von cDNA und Isolierung eines LPL»spezifischen cDNA-Klons 

Die cDNA-Synthese wurde nach der Methode von Russo et aL, (1991^ EMBO J. 10, S. 563-57 1, durchgefOhrt 
Das Prinzip dieses Verfahrens beruht darauf, zunachst durch einen Oligo(dT)- Primer (EA13) saratliche polya- 
denylierte RNA-Molekule in einzelstrangige cDNA umzuschreiben. An diese cDNA-Synthese schlieflt sich eine 
PCR-Reaktion an. Sie wird gestartet durch einen sequenzspezifischen Primer (KC13). Die Ruckreaktion erfolgt 
durch eine Teilsequenz des Oligo(dT)- Primers (EA14). In diese Sequenz sind ErkennungsschnittsteOen fur 
Restriktionsenzyrae berefts eingebaut 

Die Sequenz des EA13- bzw. EA14-OHgonukleotids lautet; 


EA13: 5'-GAC TCG AGT CGA CAT CGA (T) 2 i A/C/G-3' 


JBA14: 5 '-G AC TCG AGT CGA CA T CGA TT-3' 
Xhol Sail 


Bedingungen fur die Synthese der einzelstrangigen cDNA 

Fur die Synthese des ersten Stranges wurden in einem Reaktionsvotumen von 50 ul 10 u-g Gesamt-RNA, 50 
mM Tris-HO, pH 8A 5 mM MgCl* 75 mM KO, 5 mM DTT, 0,4 mM dNTP Oe Ofi mM dATP, dCTP, dGTP, 
dTTPX 30 pmol EA13 und 200 U M-MLV reverse Transkriptase (Gibco-BRL GmbH, 7514 Eggenstein, BRD) 
etngesetzt Es wurde fur 45 min bet 42° C inkubiert 

Versuchsbedingungen fur die PCR-Reaktion 

Fur die Polymerase- Ketten-Reaktion wurden in einem Reaktionsvotumen von 1 00 ul 20 mM Tris-HCl, pH 8>4, 
50 mM ICO, 1,5 mM MgCI* 0,2 mM dNTP (je 0,2 mM dATP, dCTP, dGTP, dTTP), 70 pmol EA14, 77 pmol KC13, 
2 ul vom ersten Strang cDNA-Synthese-Reakdonsansatz und 5 U Taq-DNA-Pohymerase (Gibco-BRL) einge- 
setzt Der Ansatz wurde fur 20 Zyklen (94°Q 40 sek; 50° C, 2 min; 72° C, 3 min) durct^efOhrt 

Nach der gelelektrophoretischen Auftrennung der PCR-Produkte konnte ein Fragment von ca. 03 kb identifl- 
ziert werden, das mit dem Oligonukieotid KC15 hybridisierte. Die PCR-Produkte wurden mh Ethanol gefallt, mh 
Hindlll/Sall gespalten und in das Plasmid pUC18 insertiert 

Es wurden 195 weiBe Kolonien erhalten. Davon wurden 48 Kobnien ausgewahlt, und eine Schnellplasmidpra- 
paration wurde durchgefChrt Nach der Hybridisierung mit dem 01igo-KC15 zeigten neun Kolonien mit der 
Bezeichnung pKCl/a Nr. S, 1 6, 17, 22, 27, 30, 36, 43 und 46 eindeutige Signale. Die Plasmide der Klone Nr. 5 und 36 
wurden prapariert und sequenziert 

Die von der Nukleotidsequenz abgeleitete Aroinos&uresequenz stimmt mit der durch Edman-Abbau bestimm- 
ten Sequenz Qberein. 

Das Plasmid pKCl/36 enthielt allerdings nur die Nukleotid- und AminosSuresequenz der Lysophospholipase- 
cDNA ab Codon 29. Um Informationen fiber die Signalsequenz und daruber hinaus die lntron/Exon-Verteilung 
in der genomischen DNA genau fesdegen zu konnen, wurde die Klonierung des gesamten cDN A-Gens mittels 
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der PCR-Methode durchgefOhrt Die Isolierung der RNA, die Synthese der einzelstrangigen cDNA und die 
Bedingungen fur die Porymerase-Ketten-Reaktion wurden wie vorher bei der Klonierung des Plasmids pKCl/36 
beibehaltea GeSndert wurde jedoch die Verwendung des Oiigonukleotids KC24 anstelle des Oligonukleotids 
KC13 ate Primer bei der Polymerase-Ketten-Reaktion. Das OBgonukleotid KC24 wurde aus dera genomischen 
Lysophospholipase-Gen abgeieitet and iiegt ab Nukleotid -50 vor dem Startcodon ATG. Seine Sequenz (KC24) 5 
lautet : 5'-GTT GGT CGC AAG GTT TTG-3'. 

Das PCR-Produkt wurde rait AccI gespahen und in das mh dem gleichen Enzym gespaltene Plasmid pUCIS 
insertiert AIs Gensonde zur IdennTiziemng von Kolonien wurde das Hindlll/Sall-Fragment des Plasmids 
pKCl/36 verwendet Das neue rekombinante Plasmid mit der Bezeichnung pKC/ATG wurde sequenziert Die 
Sequenz der Insertion ist in der SEQ ID NO 1 dargestellt 10 

Bei$pieL6 

Isolierung des chromosomalen Lysophospholipase-Gens 

!5 

Die Isolierung des chromosomalen Lysophospholipase-Gens erfolgte durch direkte Klonierung der mit Re- 
striktionsenzymen hydrolysierten chromosomalen DNA in den Vektor puClS. Zuerst wurde die chromosoraaJe 
DNA aus A foetidus RH3046 isoliert, mit Restriktionsenzymen fragmentiert und in einer Southern-Analyse 
charakterisiert AIs Hybridisierungssonde wurde das HindHI/Sali-Fragment aus dem Plasmid pKCl/36 verwen- 
det Aufgrund des Ergebnisses aus der Southern-Hy bridisierung wurde die chromosomaJe DNA von A foetidus 20 
RH3046 mit BamHI vollstandig hydrorysiert und anschtiefiend in einera Saccharose-Gradienten nach GroBe 
fraktioniert Fraktionen, die DNA-Fragmente der GroBe von ca. 9 bis 10 kb enthiehen, wurden gesammelt, mit 
Ethanol gefallt und in das mit BamHI gespahene Plasmid pUc!8 insertiert Es wurden 1904 rekombinante Klone 
erhalten. Davon konnten 24 positive Transformanten mittels Koloniehybridisierung identifiziert werden. Die 
Plasmid-DNA von Transformant Nr. 1 und Nr. 3 wurde prapariert, kartkrt, erneut hybridisiert, tmd anschlieBend 25 
wurden die den N- und C-terminalen Bereichen des Proteins entsprechenden Bereicbe des Gens sequenziert 
Das Ergebnis bestatigte, daB beide KJone das chromosomaJe Lysophospholipase-Gen enthaltea Dieses neue 
Plasmid tragt die Bezeichnung pKC6\ 

Da das Plasmid pKC6 einen sehr groBen 5'- bzw. 3'-iuchttranslatierten Bereich enthielt, wurde aus dem 
Plasmid pKC6 das Pstl-Fragment isoliert und in das mit PstI gespaltene Plasmid pUC18 insertiert Das neue 30 
Plasmid erhieit die Bezeichnung pKC3. Die gesamte Insertionssequenz des Plasmids pKC3 ist in SEQ ID NO 1 
dargestellt Durch den Vergleich der genomischen DNA mh der LysophosphoBpase-cDNA konnten zusatzliche 
1608 Nukleotide stroraaufwarts vom ATG bei der genomischen DNA festgestellt werden, so daB sowohl die 
cDNA-Sequenz wie die genomische Sequenz des Lysophosphohpase-Strukrurgens bestimmt wurde. Das ge- 
nomische Gen enthalt drei Introns. Der 3'* nichtcodierende Bereich umfaBt 997 Nukleotide. Die durch Compu- 35 
ter- Analyse ermittelte Signalsequenz enthalt 21 Aminosauren. Vermutlich wird das Lysophospholipase-Gen als 
Pnlproprotein synthetisiert, wobei das Pro-Peptid sechs Aminosauren umfaBt 

Beispiel 7 

40 

Konstruktion des Expressionsvektors pKC9 

Der Vektor pKC9 enthalt das genomische Lysophospholipase-Gen und den Aspergillus oryzae-oAmylase- 
Promotor aus dem Piasmid pK54. Urn den a- Amylase-Promotor vor das Lysophospholipase-Gen zu setzen, 
muBte die Initiationssequenz TA TAC CGC AAG ATG TTC gegen die Sequenz AC CTG CTA ACC ATG TTC, as 
welche die Erkennungssequenz fur BspMI enthalt, ausgetauscht werden. Dazu wurde die Polymerase-Ketten- 
Reaktion (PGR) benutzt Es wurden zwei Ongonukieotid-Primer mit den folgenden Sequenzen verwendet: 


KC29: 50 
5'-GGA ATT CAC CTG CTA ACC ATG TTC TCT GGA CGG TTT GGA GTG-3' 
BspMI 

55 

Supl: 

5 ' -CGC CAG GGT TTT CCC AGT CAC GAC-3' 

Fur die Polymerase-Ketten-Reaktion warden in einem Reaktionsvolum en vo n 1 00 ml 20 raM Tris-HQ, pH 8,4, 60 
50 mM KCl 1,5 mM MgCl , 0,2 mM dNTP (je 0,2 mM dATP, dCTP, dGTP, dTTP), j e 50 pmol KC29 und Supl, 1 ng 
pKC3 als Matrize und 2J5 U Taq-Polyraerase (Perkin-Elmer) vennischt Der Ansatz wurde fur 20 Zyklen (94°Q 
40 sek; 40°G 2 min; 72°C, 2 min) durchgefOhrt Nach Beendigung der Reaktion wurde das amplifizierte 
Fragment gereinigt, mit BspMI und Hindlll hydrolysiert und in das mit NooI/HindlH gespaltene Plasmid pK54 
insertiert Die Konstruktion des Plasmids pKC9 wurde durch eine Restriktionsanalyse und die anschfieflende 65 
Sequenzierung bestatigt 
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Konstniktion von Expressio nsvektor pKC12 

In das Plasmid pKC12 wurde das Lysophospholipase-Gen unter der Kontrolle des Aspergillus niger Xylanase- 
Promotors eingesetzt Die Konstruktion des Ptasmids pKC!2 wurde in glescher Weise wie die des Plasmids 
5 pKC9 durchgefunrt Nach Beendigung der Pohymerae-Ketten-Keaktion (PGR) wurde das amplifoderte Frag- 
ment, das das LysophospboKpase-Gen enthSlt, mit BspMI und Hindm hydrofisiert und in das mit Ncol/Hindlll 
geschnittene Plasmid pxylP, das den Aspergillus niger Xylanase- Promotor enthalt, insertiert 

Die Konstruktion des Plasmids pKC12 wurde durcfa eine Restriktionsanaiyse und anschlieBender Sequenzie- 
rung bestatigt 

10 

Beispiel 8 

Transformationsmetfaode fur Aspergillus- und Trichoderma reesri-Stamme 

15 Yon einer ca. zwei Wochen alten Petrischalenkultur des zu transforraierenden Pilzstammes wurde eine 
Sporensuspension in ca. 10 ml 0j85% NaQ durch Abschwemmen unter Zuhilfenanme eines Spatels hergestellt 
Es wurden je vier ! -I-Schuttelkolben mit 100 ml Czapek-Dox-Mmirnahnediurn (Oxoid) mit 0,1 % Hefeextrakt mh 
je 1 ml Sporensuspension beimpft und ca. 16 Stunden bei 28° C auf einem Rxmdschuttler bd 120 Umdrefaungen 
pro Minute inkubiert Das Mycel aus je vier Schuttelkolben wurde fiber einem PapierfHter geerntet und nut ca. 

20 50 ml MP-Puffer (1,2 mM MgS0 4 m 10 mM Phosphatpuffer, pH SJSt) gespftft. Nach dem Ablaufen des Puffers 
wurde das feuchte Mycel gewogen, In der Kegel wurden ca. 3 bis 5 g Feuchtmycel erhalten. 

Pro g Feuchtmycel wurden 5 ml MP-Puffer, 120 ul Noyazym-Ldsung (1 g Novozy 0 234 (Novo Nordisk) in 
6 ml MP-Puffer) und 25 ul p-Ghicuronidase (Sigma) zugegeben. Die Mycel-Suspension wurde 5 min in Eiswasser 
gestellt AnschfieBend wurden 60 ul Rinderserumalbumin-Losung (QJ. g Rindmenimalbumin in 4 ml MP-Puffer, 

25 sterilffltriert) zugegeben, und der Ansatz wurde unter leichtem SchutteM bei 30°C inkubiert Die Bildung von 
Protpplasten wurde visuell im Mikroskop verfolgt Als keine wesentliche Zunahme der Protoplastenbildung 
mehr festgestelh wurde, wurde der Ansatz zur Ernte der Protoplasten abgebrochea Dies war in der Kegel nach 
etwa 3 bis 5 Stunden der FalL 
Die Protoplastensuspension wurde zur Abtrennung noch vorhandener grober Mycelbestandteile fiber ein mit 

30 MP-Puffer getranktes Glaswollefilter gegeben und in Zentrifugenrohrchen uberfuhrt Pie obere Hatfte der 
Rdhrchen wurde mit 600 mM Sorbit, 100 mM Tris-HCl, pH 7,0, uberschichtet Die K6hrchen wurden 10 min bei 
2500 g zentrifugiert Die Protoplasten wurden aus der Zwischenschicht abgenommen und in 1 M Sorbh, 10 mM 
Iris-HQ, pH 7,5, aufgenommea AnschueBend wurden die Protoplasten zweimal mit STC- Puffer (1 M Sorbit, 10 
mM Tris-HCl, pH 7,5, 10 mM CaCl2) durch Zentrif ligation bei 1500 g gewaschen und zuletzt in 1 ml STOPuffer 

35 aufgenommea 

Zur Transformation von A. oryzae oder A. f oetidus wurden 300 ul Protoplastensuspension, ca. 10 ug p3SR2 als 
Seleknonsplasmid und 10 ug des jeweibgen Plasmids zur Expression der LPL in 25 ul 10 mM Tris-HCl, pH 8>0, 
zusammengegeben und 10 min bei 0°C inkubiert AnschfieBend wurden nochmals 25 ul der gleichen DNA-Men- 
ge und 400 ul PEG-Losung (60% Potyethylenghykol 6000 (Fluka) in 10 mM Tris-HCl, pH 7,5, 50 mM CaCfe) 

40 zusammengegeben, sehr vorsichtig vermischt und 5 min bei Kaumtemperatur inkubiert Es wurden nochmals 
600 ul PEG-Ldsung zugegeben, vermischt, und der Ansatz wurde fur weitere 20 min bei Raumtemperatur 
inkubiert Zu dem Ansatz wurde ca. 9 ml Acetamid-Weichagar (Mmimalmedium mit 10 mM Acetamid als 
einziger N-Quelle, 1 M Saccharose, Qfi Gew.-% Agar) bei 45°C zugemischt und auf vier Petrischalen mit dem 
gleichen Medium, jedoch mit ifi Gew.-% Agar (Oxoid) und zusatzlich 15 mM Csd verteilt Die Platten wurden 

45 bei 28° C inkubiert Nach 6 bis 10 Tagen wurden schnell wachsende Kobnien (Transformanten) auf Acetamid- 
Mediuxn ohne Saccharose isoliert, zweimal fiber Einzeisporkotomen gereinigt und zuletzt auf VoOmedium, z. B. 
Kartoffel-Dextrose-Agar, Qbertragen. 

Die Transformation von Stammen der Art en A. niger, A. awamori, A. foetidus, A. japonicus oder A. phoenicis 
kann ebenfalls mit dem Plasmid p3SR2 erfolgen. Bevorzugt wurde die Transformation jedoch mit dem Plasmid 

so pAN7- 1 ausgefuhrt Die Protoplastenpraparation und die Zugabe von Plasmid-DNA erfolgt in analoger Weise, 
wie oben fur das Plasmid p3SR2 beschrieben. Statt der Zugabe von Acetamid-Weichagar wird jedoch der 
gesamte Transformationsansatz zu 100 ml Czapek-Dox-Miiiimalmediuni (Oxoid) mh 100 ug Hygromycin B/ml, 
1,5 Gew.-% Agar (Oxoid) und 1 M Saccharose, abgekuhlt auf ca. 45° C, gegeben und vorsichtig vermengt Per 
Ansatz wird dann in Portionenzuje 10 ml in Petrischalen gegeben, in denenjeweils lOmlCzapek-Dox-Minimal- 

55 medium (Oxoid) mit 1,5 Gew.-% Agar (Oxoid), jedoch ohne Hygromycin und ohne Saccharose als feste Unter- 
schicht, vorgelegt war. Nach dem Erstarren der oberen Agarschicht werden die Petrischalen bei 37* C inkubiert 
Cegen Hygromycin B resistente Transformanten konnen nach ca. 3 bis 10 Tagen abgeimpft werden und zur 
Oberprufung der Kesistenz auf Czapek-Dox-Minimalmedlum (Oxoid) mit 50 ug Hygromycin B/ml und 
13 Gew.-% Agar (Oxoid) fibertragen werden. 

60 Fur die Transformation von A. sojae wird ein drittes Selektionsprinzip genutzt, da die verwendeten Stimme 
dieser Art sowohl Acetamid verwerten wie auch gegen Hygromycin B resistent sind. Durch Selektion auf 
chlorathaltigem Nahrboden werden Mutatanten isoliert, deren Nitratreduktase-Gen (niaD) defekt ist, die also 
nicht mehr mh Nitrat als aDemiger StickstoffqueBe wachsen (Cove, D.J. (1976) Heredity 36, 191—203). Durch 
Transformation mit dem Plasmid pSTAlO (Unkles, SJ1 et aL (1989) MoL Gen, Genet 218; 99- 104X auf dem sich 

55 die mtakte Information fur das Nitratreduktase-Gen befindet, wird der Defekt ausgeglichen, so daB die Trans- 
formanten mh Nitrat als alleiniger Stickstoffquelle wachsen, wahrend die nicht transformierten Zelien im 
Wachstum zuruckbleiben. 
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Beispiel 9 

Herstellung von LPL sezeraierenden Transformanten 
HomologeTransfonnadonvoapKC12tnA.foetidusRH3046 5 

Durch Co-Transformation von A. foetidus RH3046 mit den beiden Plasmiden pAN7-l (siehe Beispiel 8) und 
pKC12 in der oben beschriebenen Weise wurden gegen Hygromycin B resistente Transformanten von den 
Agarschalen mit Regenerauonsmedrom isoliert Nach Oberprufung auf Reinheh durch Ausstriche wurden die 
Transformanten in Schfltterversuchen auf die Produktion von LPL getestet to 

250 ml Erlenmeyer-Kolben, gefflllt mit 40 ml Nahrlosung, bestehend aus 
MaltCKiextria3,75% 
MaisqueBpuIver: 3% 
KaHP04:2% 

KH 2 P04:1,4% 15 
Leittmgswasser,30 min bci 12t°C sterflisiert 

werden mit Sporensuspensionen der zu testenden Transformanten beimpft und bei 28°Q 200 U/min und einer 
Auslenkung von 25 mm 120 Stunden geschQttelt Die Zellmasse wurde abfUtriert, im FHtrat der Kuhurea wurde 
die LPL-Aktivitat bestimmt Die Transfonnante A. foetidus RH3046 pAN7-l pKC12 Nr. 40 hatte beispielsweise 
eine urn 100% erhahte LPL-Aktivitat im KulturfQtrat vergfichen mit dem Wirtsstamm A. foetidus RH3046. 20 

Heterologe Transformation von pKC9 in A. sojae RH 3782 

Der Stamm A. sojae RH 3782 niaD22, erne nach Cove (1976) hergesteflte Mutante von A. sojae RH 3782, wird 
in der nachfolgenden Nahrldsung aus 25 
Glucose (Merck). 2% 
Malzextrakt (Oxoid): 0,5% 
Bacto-Pepton(Difoo); 0,025% 
deiomsiertes Wasser: 

pH-Wert auf 5,0 einstelien; Sterilisation: 30 min bei 12 1°C 30 
angezogea Aus dem Mycel werden nach der in Beispiel 8 beschriebenen Methodik Protoplasten gewoonen und 
diese mit pSTAlO ais Selektionsptosmid und jeweOs einem der Plasmide pKC3, pKC9 oder pKC!2 co-transfor- 
raiert Zur Regeneration der Protoplasten wird der Transforraationsansatz mit 9 mi Weichagar (osmotisch 
stabifisierendX bestehend aus 

6,1 M Na-Phosphat-Puffer pH 6,0: 15 ml 35 
1 M Saccharose (Merck): 10,28 g 
Millipore-Wasser auf: 29,1 ml 
Agar(Oxoid):(U8 g(= 0,6%) 

30 min Sterilisation bei 121°Q anschlieBend sterile Zugabe von: 

Salzldsung (7.14.2): 0,6 ml 40 
1 M NaNOrLosung: 03 ml 

gemischt und auf vier Agarplatten der gieichen Zusamraensetzung, jedoch mh 1% Agar hergesteflt, verteilt 
Nach etwa 6-10 Tagen lnkubation bei 37°C werden die Transformanten von den Agarplatten isoliei% auf 
Nhrat-Saccharose-Agar durch Ausstrich gereinigt Es wurde eine Vielzahl Transformanten durch Selektion und 
anschlieBender Reinigung auf einem NShrboden mit Nitrat ais einziger N-Quelle erhalten und in Schuttelkolben 4$ 
unter Verwendung der f olgenden Nahrldsung 
Maltodextrin;3,75% 
Maisqueflpulver 3,0% 
KH2PO4: 1,0% 

K2HPO 4 :0,7% 50 
TritonX-100:f,0% 

in Leitungswasser, 30 min bei 1 21° C sterilisiert, 

auf Produktion von LPL gepruJt Neben Transformanten, die keine oder nur geringe Mengen von LPL — so wie 
der nkhttransformierte Wirt A. sojae RH 3782 bzw. A. sojae RH 3782 niaD22 — produzieren, werden auch 
solche Transformanten gefunden, die deutlich erhdhte LPL-Aktivitat im KulturfOtrat aufweisen, Diese ais 55 
Co-Transformanten bezeichneten Stamme eignen sich zur Herstellung des Enzyms. 

Stamm bzw. Transfonnante relative LPL-Aktivitat 

A. sojae RH 3782 niaD22 100 60 

A. sojae RH 3782 niaD22 pSTAlO pKC3 230 
A. sojae RH 3782 niaD22 pSTAlO pKC9 320 
A.sojae RH3782 niaD22pSTAI0pKC12 220 

65 
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Sequenzprotokoll 

(1) ALLGEMEINE AKGABEN: 

5 (i) AHMELDER: 

(A) NAME: Roehm GmbH 

(B) STRASSE: Kirschenallee 

(C) ORT: Darmstadt 
(E) LAND: Deutschland 

10 (F) POSTLEITZAHL : 64293 

(ii) BEZEICHNUNG DER ERFINDUNG: Recombinant hergestellte 
Lysophospholipase aus Aspergillus 

15 (ill) ANZAHL DER SEQUENZEN: 7 

(iv) COMPUTER-LESBARE FASSUNG: 

(A) DATEKTRAGER: Floppy disk 

(B) COMPUTER; IBM PC compatible 

(C) BETRIEBSSYSTEM: PC-DOS/MS-DOS 

(D) SOFTWARE: Patentln Release #1,0, version #1.30 (EPA) 


20 


25 


30 


40 


50 


55 


60 


65 


(2) ANGABEN ZU SEQ ID HO: Is 

(1) SEQUENZKEHH2EICHEN: 

(A) LARGE: 3650 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Doppelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 


(ii) ART DES MOLEKULS: Genom-DHA 
(iii) HYPOTHETISCH: REIN 
35 (iv) ANTI SENSE: HE IK 


(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/SCHLOsseL: intron 

(B) LAGE: 1591 ..1743 


(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/SCHLGssEL: intron 

(B) LAGE : 19 10 . • 1954 

45 (ix) MERKMAL: 

(A) NAME/SCHLQSSEL: intron 

(B) LAGE: 22 92. .2344 


(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/SCHL8sSEL: CDS 

(B) LAGE: join( 1609.. 1690, 1744. .1909, 1955.. 2291, 2345 

..2650) 
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(tx) MERKMAL: 

(A) RAME/SCHlQSSSL: matj&eptide 

(B) LAGE: 1590.. 2650 

(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/SCHLOSSEL: sigupeptide 5 

(B) LAGS; 1605. .1689 

(ix) MERKMAL: 

(A) HAHE/SCHLU5SEL: misc feature 

(B) LAGE: 2387. .2425 

(D) SONSTIGE ANGABEH: /products "Sonde KC15" 10 

(Ix) MERKMAL: 

(A) HAME/SCHLGsSEL: Disc feature 

(B) LAGE: 1563. .1580 

(D) SOHSTIGE ANGABEN: /product- "Oligonucleotid KC24" 

15 


<xi) SEQUEHZBESCHREIBUHG: SEQ ZD NO: 1; 


CTGCAGATCA 

CAAGCCGGAC 

TGATTTTGAA 

CCGATTGATT GATTGAACCG CCGAAAAGTC 

60 


TGAAGAATCC 

TTCAATCCCA 

ACCAACACGC 

ACACACACAC GGTATGGATT GGAAGAAAGG 

120 

20 

AAGGAAGGGA 

GAAACTGGGG 

TTACCCAAGT 

AAACCGGCAA ACAGACTAAC AAACTCGCAA 

180 


GGAAGTZAAC 

TAACTAGTAA 

TAATATTATG 

AAGTGAAGGG AGTCACCTCA CCGTCTTCCC 

240 


GTCCCCTAAC 

AAACTAACTA 

GTTAACTACC 

CCGGGGITTAG TTATAGTACG GGATACTAAG 

300 

25 

GCATGCACCC 

C6CAGCCCGO 

GAAGOCCGGA 

CGTTTGTTGT TGGTGCTTGT GACTACGGAG 

360 


TACTAGTCCA 

GTAGGGGACT 

CGTAAGGCAG 

CGGGACTAAT TAA&AGTTC GTTA1OTAGG 

420 


CTGCCAAAGT 

AAATACCTAG 

TGCTGTGTGG 

GTGGTGTAAG TGCCGGGATG AAGTGAGGAG 

480 

30 

TTTAGTrTTA 

GGTGAGTGAA 

TAATAACTTT 

CAGGTAACTA GGTAATGGAT TGACTTAGTA 

540 


GTTGAGTCGT 

TACTATCGTA 

GTAGACTTGG 

TTAGGTAATG ASVGATTTCT TTACTATAAC 

600 


TAGGTTATTT 

GTTGTATTAC 

TATCCTAAAA 

CTGTGAGAGT TCTTGGGAAG GTAAGGTAGT 

660 

35 

ATTGGGGGCC 

GGGAATAAGG 

GATGAGTATT 

GTTTCAAXAG TGAGTTGAGG TOUTOtSraT 

720 


TTCTATT2TC 

TTTTTGTCAA 

AG2TACTTAC 

TTCTTCGATA GTATGGTATT GATTATGGGC 

730 


ACGTGGACAT 

GTTCAAATTT 

TCGTAACATA 

CATAGATTGT IWitTGL-iT TTTCCCCATC 

840 

40 

TATAGTATGT 

ACTATGTATG 

TATCGTAGTC 

TGAATGAGTA TAAGCGCTGC AAGTGATCGG 

900 


CAAAGTGACA 

AGAAGTCACT 

AACTCCACTA 

GTTACTTGCA TGTCACGAAC CACAACCCTT 

960 


GACAAGCAAC 

AGCAACAGTA 

GCAGCATGTG 

AAGAAGTCTC AGATTTCGTA ACACCATPTC 

1020 

45 

CCGTTGACTT 

GCTCTCCGAT 

TCGGTCTACT 

TACCTCGGCC TGTGGACATG TCATGGCCCT 

1080 


ATCCCCAATC 

TCCATCTCCA 

TCTCAATCTA 

CTGCTCATGT GCAGTACCAC GCCCTCCACG 

1140 



50 


55 


60 
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10 


15 


TOECTCCGCC 

AGTAGATCCT 

TCGACACOGC 

CCATTCTCAG 

ACAACATCTA 

CTTTATTTAA 

1200 

CTTTTCGGAG 

CAGACTATGC 

TTGTCTAGGC 


AGCCCGTTAA 

TCCCCACCGG 

1260 

GCTTCCGCTC 

CGGATGGAGA 

TGGGGCCAAA 

CTGGCAACTC 

CAGTTGCGCA 

ACGGACAACC 

1320 

GCCGACCCGG 

AACAAAGGAT 

GCGGATGAGG 

AGATACGGTG 

CCTQATTGCA 

TGGCTGGCTT 

1380 

CATCTGCTAT 

CGTGACAGTG 

CTCTTTGGGT 

GAATAvUiTU.' 

GTCTGACTTA 

CCCCGCTTCT 

1440 


CCCCTGAGGC 

CCCTGATGGG 

GAATCGCGGT 

GGGTAATATG 

ATATGGGTAT 

1500 

AAAAGGGAGA 

TCAGAGGTGC 

AGTTGGATTG 

AGGCAGTGTG 

TGTGTGTGCA 

TTGCAGAAGC 

1560 

CCGTTGGTCG 

CAAGGTTETG 

GTCGCCTCGA 

TTGTTOGTAT 

ACCGCAAG ATG TTC TCT 

1617 


Met Phe ser 
-27 -25 

GGA CGG TTT GGA GTG CTC TTG ACA OC6 CTT OCT CCG CTG GGT GCT GCC 
Gly Arg Phe Gly Val Leu lieu Thr Ala Leu Ala Ala Leu Gly Ala Ala 
-20 -15 -10 


1665 


20 


GCG CCG GGA CCG CTT GCT GTG CGG A GTAGGTGTGC CCGATTTGAG 1710 
Ala Pro Ala Pro Leu Ala Val Arg 

GTGGTTGGAT AGCACTGATG AAGGTGTGAA TAG GT GTC TCG ACT TCC ACG TTG 1763 

Sex Val Ser Thr Ser Thr Leu 
1 5 


GAT GAG TTG CAA TTG TTC GCG CAA TGG TCT GCC GCA GCT TAT TGC TCG 
Asp Glu Leu Gin Leu Phe Ala Gin Trp Ser Ala Ala Ala Tyr Cys sex 
10 15 20 


1811 


30 


35 


AAT AAT ATC GAC TCG AAA GAC TCC AAC TTG ACA TGC ACG GCC AAC GCC 1859 
Asn Ash lie Asp Ser Lys Asp Ser Asn Leu Thr Cys Thr Ala Asn Ala 
25 30 35 

TGT CCA TCA GTC GAG GAG GCC ACT ACC ACA ATG CTG CTG GAG TTC GAC CT 1909 
Cys Pro Ser Val Glu Glu Ala Ser Thr Thr Met Leu Leu Glu Phe Asp Leu 
40 45 50 55 

GT&TGTCACT CAGATCGCAG ACATAGAGCA CAGCTAATTG AACAG G ACG AAC GAC 1964 

Thr Asn Asp 


40 


45 


TTT GGA GGC ACA GCC GGT TTC CTG GCC GCG GAC AAC ACC AAC AAG CGG 2012 
Phe Gly Gly Thr Ala Gly Phe Leu Ala Ala Asp Asn Thr Asn Lys Arg 
60 65 70 75 

CTC GTG GTC GCC TTC CGG GGA AGC AGC ACG ATT GAG AAC TGG ATT GCT 2060 
Leu Val Val Ala Phe Arg Gly Ser Ser Thr He Glu Asn Trp lie Ala 
80 85 90 

AAT CTT GAC TTC ATC CTG GAA GAT AAC GAC GAC CTC TGC ACC GGC TGC 2108 
Asn Leu Asp Phe He Leu Glu Asp Asn Asp Asp Leu Cys Thr Gly Cys 
95 100 105 


50 


60 


65 
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AAG GTC CAT ACT GGT TTC TGG AAG GCA TGG GAG TCC GCT GCC GAC GAA 2156 
Lys Val His Thr Gly Phe Trp Lys Ala Trp Glu Ser Ala Ala Asp Glu 
110 115 120 

CTG ACG AGC AAG ATC AAG TCT GCG ATG AGC ACG TAT TCG GGC TAT ACC 2204 
Leu Thr Ser Lys He Lys Ser Ala Het Ser Thr Tyr Ser Gly Tyr Thr 
125 130 135 

CPA TAC TTC ACC GGG CAC AGT TTG GGC GGC GCA TTG GCT ACG CTG GGA 2252 
Leu Tyr Phe Thr Gly His Ser Leu Gly Gly Ala Leu Ala Thr Leu Gly 
140 145 150 155 

GCG ACA GTT TTG CGA AAT GAC GGG TAT AGC GIT GAG CTG GTGAGTCCTT 2301 
Ala Thr Val Leu Arg Asn Asp Gly Tyr Ser Val Glu Leu 
160 X55 

CACAAAGGTG ATGGAGCGAC AATCGGGTTC TGACAGICAA TAG TAC ACC TAT GGA 2355 

Tyr Thr Tyr Gly 
170 

TCT CCT CGA ATC GGA AAC TAT GCG CTG GCT GAG CAT ATC ACC AGT CAG 2404 
Cys Pro Arg lie Gly Asa Tyr Ala Leu Ala Glu His He Thr Ser Gin 
175 180 185 

GGA TCT GGG GCC AAC TTC CGT GTT ACA CAC TTG AAC GAC ATC GTC CCC 2452 
Gly Ser Gly Ala Asn Phe Arg Val Thr His Leu Asn Asp lie Val Pro 
190 195 200 

CGG GTG CCA CCC ATG GAC TIT GGA TTC AGT CAG CCA AGT CCG GAA TAC 2500 
Arw Val Pro Pro Met Asp Phe Gly Phe Ser Gin Pro Ser Pro Glu Tyr 
205 210 215 220 

TGG ATC ACC AGT GGC AAT GGA GCC AGT GTC ACG GCG TCG GAT ATT GAA 2548 
Trp lie Thr Ser Gly Asn Gly Ala Ser Val Thr Ala Ser Asp lie Glu 
225 230 235 

GTC ATC GAG GGA ATC AAT TCA ACG GCG GGA AAT GCA GGC GAA GCA ACG 2596 
Val He Glu Gly He Asn Ser Thr Ala Gly Asn Ala Gly Glu Ala Thr 
240 245 250 

GTG AGC GTT TTG GCT CAC TTG TGG TAC TTT TTC GCG ATT TCC GAG TGC 2544 
Val Ser Val Leu Ala His Leu Trp Tyr Phe Phe Ala He Ser Glu Cys 
255 260 265 

CTG CTA TAACTAGACC GACTGTCAGA TTAGTGGACG GGAGAAGTGT ACATAGTAAT 2700 
Leu Leu 
270 

TAGTATATAA TCAGAGCAAC CCAGTGGTGG TGATGGTGGT GAAAGAAGAA ACACAGTGAG 2760 

ATCCCATTAC GTAGCAGATA AAGCACGTGT GGAGGCGCTG TTCCTCCACT TGCAGTTGCG 2820 

GCCATCAATC ATCTTTCCTC TCCTTACTTT CGTCCACCAC AACTCCCATC CTGCCAGCTG 2880 

TCGCATCCCC GGGTTGCAAC AACTATCGCC TCCGGGGCCT CCGTGGTTCT CCTATATTAT 2940 

TCCATCCGAC GGCCGACGTT TCACCCTCAT CCTGCGCCGC CGCAAAATCT CCCCGAGTCG 3000 
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GTCAACTCCC TCGAACCGCC GCCCGCATCA ACCTCACCGA CCCCCGACCG 

TCTGCGATCG 

3060 

TCCAACCGTG CAGCCATGTT CCCTGCCCCG TCACGCTGAT TTGACGCTC& 

A3TGACZTCC 

3120 

GTGACATACA T&CATACATC CAGCAGCTTA TGATCACAGT TTCCCCGCCT 

CGTGCCAGTC 

3180 

CCGCCGCCGC CATTGCCAGC CATGCTATTC TTCCGCGGCG GAGTTAACAG 

TCCGCGCCGG 

3240 

CGCAACCAAG AAAAAGCAAT CTTCTGCACX ATTCTCAICA TCTACGCTCT 

ATACTTCCTC 

3300 

TTCTTCGCTG GGAGCTCCGA TCCCAAACGG TCAGAGACGT CTGCTGAGGA 

TGCGGTGAAG 

3360 

GGAGGCCCGC ATCGGGACTC GCGGTCGGGG AAGGCTTCCC CGTCCGCCTC 

GGCTTCGCGA 

3420 

CAGCCCCAGG CCTTGGACAA GGACAYGGTG GTGGCTAGTA TGAAGGGAGA 

CGATGTCTCA 

3480 

TGGCTGTACA CAIACTTTCC TGAGTGGCAC AAAAGCATCT ACGTGGCGGA 

CGACAAGAAA 

3540 

GCGCCGTTAA CGGTGGCCTT GAAIAAGGGG AGGGAATCGA TGGTGTATCT 

GACGTGAGTA 

3600 

GTCTCCTCCG TGTOTPGGCC GGTTCTGGGC GCACCAACTC ACTGCTGCAG 


3650 


(2) ANGABEN ZV SEQ ID HO: 2: 

(1} SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LSNGEi 297 Antinosauren 

(B) ART: AminosSure 
(D) TOPOLOGIB; linear 

(XI) ART DES MOLEKftliS: Protein 

(zi) SEQUENZBKSCHREIBORG: SEQ ID HO: 2: 

Met Phe Ser Gly Arg Phe Gly Val Leu Leu Thr Ala Leu Ala Ala Leu 
-27 -25 -20 -15 

Gly Ala Ala Ala Pro Ala Pro Leu Ala Val Arg Ser Val Ser Thr Ser 
-10 -5*1 5 

Thr Leu Asp Glu Leu Gin Leu Phe Ala Gin Trp Ser Ala Ala Ala Tyx 
10 15 20 

Cys Ser Asn Asn He Asp Sex Lys Asp Ser Asa Leu Thr Cys Thr Ala 
25 . 30 35 

Asn Ala Cys Pro Ser Val Glu Glu Ala Ser Thr Tor Met Leu Leu Glu 
40 45 50 

Phe Asp Leu Thr Asn Asp Phe Gly Gly Thr Ala Gly Phe Leu Ala Ala 
55 60 65 

Asp Asn Thr Asn Lys Arg Leu Val Val Ala Phe Arg Gly Ser Ser Thr 
70 75 80 85 

lie Glu Asn Trp He Ala Asn Leu Asp Phe He Leu Glu Asp Asn Asp 
90 95 100 
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20 


Asp Leu Cys Thr Gly Cys Lys Val His Thr Gly Phe Trp Lys Ala Trp 
105 110 115 

Glu Ser Ala Ala Asp Glu Leu Thr Ser Lys He Lys Ser Ala Met Ser 

120 125 130 5 

Thr Tyr Ser Gly Tyr Thr Leu Tyr Phe Thr Gly His Ser Leu Gly Gly 
135 140 145 

Ala Leu Ala Thr Leu Gly Ala Thr Val Leu Arg Asn Asp Gly Tyr Ser io 
150 155 160 165 

Val Glu Leu Tyr Thr Tyr Gly Cys Pro Arg He Gly Asn Tyr Ala Leu 
170 175 180 

Ala Glu His He Thr Ser Gin Gly Ser Gly Ala Asn Phe Arg Val Thr 15 
185 190 195 

His Leu Asn Asp He Val Pro Arg Val Pro Pro Met Asp Phe Gly Phe 
200 205 210 

Ser Gin Pro Ser Pro Glu Tyr Trp He Thr Ser Gly Asn Gly Ala Ser 
215 220 225 

Val Thr Ala Ser Asp He Glu Val He Glu Gly He Asn Ser Thr Ala 

230 235 240 245 25 

Gly Asn Ala Gly Glu Ala Thr Val Ser Val Leu Ala His Leu Trp Tyr 
250 255 260 

Phe Phe Ala He Ser Glu Cys Leu Leu 30 
265 270 

{2} ANGABEN 2U SEQ ID 30: 3: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: ^ 

(A) L&NGEi 32 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFOKM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGXE; linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Genom-DNA 40 
(iii) HYPOTHETISCH; HE IN 
(iv) AHTISENSE: NEXN 

45 

(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/SCHLOSSEL: misc feature 

(B) LAGS: 18 

(D) SONSTIGE ANGABEN: /product = "N ist Inosin" 50 

(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: misc_f eature 

(B) LAGE:24 

(D) SONSTIGE ANGABEN: /product = "N ist Inosin" 


GO 


65 
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(Xx) MERKMAL: 

(A) NAME/SCHLtfSSEL: misc_ieature 

(B) LAGE ; 30 

(D) SONSTIGE ANGABEN: /product= n N ist Inosin n 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 3: 
TCCAAGCTTG ACGAACTNCA ACTNTTCGCN CA 32 
(2) ANGABEN ZU SEQ ID HO: 4s 


(1) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 40 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

15 (C) STRANGFORH: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGXE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Genom-DNA 

20 (iii) HYPOTHETISCH: NEIN 

(iv) ANTISENSE : HE IN 

25 . (XX) MERKMAL: 

(A) NAME/SCHLOSSEL : misc_feature 

(B) LAGE: 40 

(D) SONSTIGE ANGABEN: /product- B N ist A, C Oder G" 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 4: 
GACTCGAGTC GACATCGATT TTTTCTTTOT TTTTTTTTTN 40 
(2) ANGABEN ZU SEQ 10 NO: 5: 

35 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) iJiNGE: 20 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotld 

(C) STRANGFORM: Einzel Strang 
40 (D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS : Genom-DNA 

(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 

45 (iv) ANTI SENSE : NEIN 


50 (xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 5: 

GACTCGAGTC GACATCGATT 20 
(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 6: 

55 


60 


65 


18 


NZNA-0066788 


DE 196 20 649 Al 


(1) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LSNGE: 42 Basenpaare 

(8) ART: Nucleotid 

(CJ STRAN6F0RM; Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 5 
(ii) AST DES MOLEKULS: Genom-DNA 
(iii) HYFOTHETI SCH t NEIN 

to 

(iv) ANTISENSE: NEIN 


IS 

(xi) SEQUENZBESCHRE IBUNG : SEQ ID NO: 6; 
GGAATTCACC TGCTAACCAT GTTCTCTGGA CGGTTTGGAG TG 42 
(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 7: M 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 24 Basenpaare 

(B) ART: Nocleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOIiOGIE: linear 25 
(11) ART DES MOLEKOLS: Genom-DNA 

(ill) H7P0THETISCH: NEIN 

30 

(iv) ANTISENSE: NEIN 


(xi) SEQUENZBESCHRE IBUNG: SEQ ID NO: 7: 35 
CGCCAGGGTT TTCCCAGTCA CGAC 24 

Patentanspruche *o 

1. Aus Aspergillus isolierbare rekombinante Desoxyribonukleiasaiire (DNA), dadurch gekennzeichnet 
daB sie fur eine Lysophospholipase (LPL) codiert und die in SEQ ID NO 1 fdr die reife LPL angegebene 
Nukleotidsequenz oder eine davon abgeleitete Nukleotidsequenz, die unter stringenten Bedingungen mit 
der m SEQ ID NO 1 fur die reife LPL angegebenen Nukleotidsequenz hybridisiert aufweist 45 
% Rekombinante Desoxyribonukleinsaure nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB sie aus Aspergil- 
lus foetidus isolierbar ist 

3. Vektor,enthaItend 

a) DNA-Sequenzen zur Replikation des Vektors in E coli, 

b) DNA-Sequenzen zur Expression und Sekretion eines Porypeptids in einem Aspergfllus-Stainm oder so 
in einem Tricboderma reesei-Staram, die fur einen Promotor, eine Signalpeptidsequenz und gegebe- 
nenf aUs fur einen Terminator codieren, 

c) eine fur ein Polypeptid codierende DNA-Sequenz, die funktionell mit den DNA-Sequenzen nach b) 
verbunden ist 

dadurch gekennzeichnet, daB die DNA-Sequenz nach c) eine Nukleotidsequenz entsprechend der in fur die 55 
reife LPL in SEQ ID NO 1 angegebenen Nukleotidsequenz oder eine davon abgeleitete Nukleotidsequenz, 
die unter stringenten Bedingungen mit der in SEQ ID NO 1 fQr die reife LPL angegebenen Nukleotidse- 
quenz hybridisiert aufweist 

4. Vektor nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet daB der Vektor ein Plasmid ist 

5. Vektor nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet daB der Vektor das Plasmid pKC3, pfCC9 oder pKCl 2 60 
ist 

6. Vektor nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet daB der Vektor ein Phage oder ein Cosmid ist 

7. Vektor nach mindestens einem der Ansprfiche 3 bis 6, dadurch gekennzeichnet daB die DNA-Sequenzen 
nach b), die fflr einen Promoter codieren, ausgewahlt sind aus der Gruppe TAKA-Amylase A-Promotor, 
gpdA- Promoter aus Aspergillus nidulans, Pektin esterase- Promoter aus Aspergillus niger, Porygalakturoni- 65 
dase-Promotor aus Aspergillus niger, Glucoamytase-Promotor aus Aspergillus niger oder Aspergillus awa- 
mori, Xylanase-Promotor aus Aspergillus foetidus, LysophosphoBpase-Promotor aus Aspergillus foetidus, 
Cellobiohydrolase(cbh I)- Pro motor aus Trichoderma reesei 
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8. Vektor nacfa mindestens einem der Anspruche 3 bis 7, dadurch gekennzeichnet, dafi die DN A-Sequenzen 
nacb b), die fur eine Signalpeptidscquenz codieren, ausgewahlt sind aus der Gruppe TAKA-Amylase 
A-Signalpeptkbequenz, Pektinesterase^ignalpeptidsequenz aus Aspergillus niger, Polygalakturonidase-Si- 
gnalpeptidsequenz aus Aspergillus niger, Glucoamylase-Signalpeptidsequenz aus Aspergillus niger oder 
Aspergillus awamori, Xyfanase-Signalpeptidsequenz aus Aspergfllus foetidus , Lysophospholipase-Signal- 
peptidsequenz aus Aspergillus foetidus, Cellobioliydrolase-Signalpeptidsequenz (cbh I) aus Trichodenna 
reesel 

9. Transformierter Wtrtsoiganismus zur HersteDung von Lysophospholipase, dadurch gekennzeichnet daB 
der Wirtsorganismus ein Aspergillus-Stamm oder ein Trichodenna reesei-Stamm 1st und rait einem Vektor 
nach einem der Anspruche 3 bis 8 transformiert ist 

Id Transformierter Wirtsorganismus nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet daB der Wirtsorganismus 
ein Stanun von Aspergillus niger, Aspergillus awamori, Aspergillus foetidus, Aspergillus japonicus, Asper- 
gillus phoenicis, Aspergfllus oryzae, Aspergillus sojae oder Trichodenna reesei ist 
1 L Transformierter Wirtsorganismus nach Anspruch 1 0, dadurch gekennzeichnet daB der Wirtsorganismus 
Aspergillus foetidus RH 3046 oder Aspergillus sojae DSM 10090 ist 

12 Verfahren zur HersteUung von Lysophospholipase durch Fermentation eines transfonnierten Wirtsor- 
ganismus in einem geeigneten Knlturmedium und Gewinnong der Lysophospholipase aus dem zeOfreien 
Kulturffltrat, dadurch gekennzeichnet, daB der transformierte Wirtsorganismus ein Aspergilhis-Stanun 
oder ein Trichodenna reesei-Stamm ist und mit einem Vektor nach einem der Anspruche 3 bis 8 transfor- 
miert worden ist 

13. Verfahren nach Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet, daB der transformierte Wirtsorganismus ein 
Staram von Aspergillus niger, Aspergillus awamori, Aspergillus foetidus, Aspergillus japonicus, Aspergillus 
phoenicis, Aspergillus oryzae, Aspergfllus sojae oder Trichodenna reesei ist 

14. Verfahren nach Anspruch 12 oder 13, dadurch gekennzeichnet daB der transformierte Wirtsorganismus 
eine TYansforraante von Aspergfllus foetidus RH 3046 oder Aspergillus sojae DSM 10090 ist 

15. Enzymprodokt zur Verbesserung der Ffltrationsleistung von Starkehydrorysaten, dadurch gekennzeich- 
net, daB es eine mittels eines rekombinanten Aspergillus- oder T. reesei-Stammes hergestelhe Lyso- 
phospholipase enthSlt 

16. Enzymprodukt nach Anspruch 15, dadurch gekennzeichnet daB die Lysophospholipase eine aus Asper- 
gillus foetidus isoiierbare rekombinante Desoxyribonukleinsaure (DNA) mit der in SEQ ID NO 1 fur die 
reife LPL angegebenen Nukleotidsequenz oder einer davon abgeleiteten Nukleotidsequenz, die unter 
stringenten Bedingungen mh der in SEQ ID NO 1 fur die reife LPL angegebenen Nukleotidsequenz 
hybridisiert ist 

17. Maltosesirup-Filtrat dadurch gekennzeichnet daB es mit einem Enzymprodukt nach Anspruch 15 oder 
I6erhaltenwurde. 


Hierzu 3 Seite(n) Zekhnungen 
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